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RESUMO 
O câncer é apontado como a segunda maior causa de morte em todo o mundo, com 
previsão de em breve ser tornar a primeira. O câncer de próstata está entre os 5 
tipos de câncer mais diagnosticados em homens, sendo que o câncer hepático está 
em segundo lugar em taxa de mortalidade entre homens e mulheres. Indícios 
apontam para uma ativação das vias da inflamação associados a uma inibição das 
vias de morte celular no processo de carcinogênese. A regulação destas vias torna-
se alvo importante e complementar no controle do câncer, sendo estimulada a busca 
de biomoléculas com este potencial. As plantas são importante fonte de descoberta 
de novas biomoléculas com ampla utilização para o tratamento de diversas 
patologias. A família Myrtaceae possui diversas espécies que são apontadas como 
fortes candidatos em potencial nesta busca, incluindo as do gênero Myrciaria. A 
espécie Myrciaria plinioides não possui estudos referentes suas propriedades 
terapêuticas ou a atuação em vias de sinalização envolvidas na inflamação ou na 
carcinogênese. Neste contexto, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade do 
extrato etanólico de M. plinioides em células de carcinoma hepatocelular (HepG2) e 
próstata (LNCaP) , através da análise de expressão dos marcadores p38-α, pp38-α, 
NF-κB e caspase-3, envolvidos na carcinogênese, e o efeito sobre a viabilidade 
celular através do método de MTT. A viabilidade das células foi alterada 
significativamente, em ambas as linhagens celulares quando tratadas com o extrato 
etanólico. A análise da expressão proteica demonstra significativa inibição da 
expressão de p38-α e caspase-3 nas células LNCaP, quando tratadas com extrato 
etanólico de M. plinioides seguido de LPS. Em células HepG2, somente houve 
alteração na expressão da caspase-3 na concentração de 200 µg/mL, com ou sem 
adição de LPS após tratamento com extrato. Os resultados deste estudo 
demonstraram redução da viabilidade celular nas duas linhagens tumorais, 
expressão diferenciada de proteínas envolvidas em apoptose, o que leva a indícios 
da ativação de mecanismos distintos pelo extrato em cada tipo celular. Estudos 
futuros para averiguar o mecanismo celular e a indução de morte em células 
tumorais de câncer de próstata e de fígado podem contribuir para a identificação e 
elucidação de novas biomoléculas com potencial antitumoral. 
Palavras-chaves: LNCaP, HepG2, p38α, pp38α, NF-Kb, Caspase-3. 
ABSTRACT 
Cancer is touted as the second leading cause of death worldwide, forecast to soon 
be making the first. Prostate cancer is among the five most cancers diagnosed in 
men, and liver cancer is second in mortality between men and women. Evidence 
points to the activation of pathways of inflammation associated with an inhibition of 
cell death pathways in carcinogenesis. The regulation of these pathways becomes 
important and complementary target in cancer control, and stimulated the search for 
biomolecules with this potential. The plants are important source of discovery of new 
biomolecules with wide use for the treatment of various diseases. The Myrtaceae 
family has many species that are identified as potential candidates strong in this 
search, including the Myrciaria genre. The species Myrciaria plinioides not have 
studies on its therapeutic properties or performance in signaling pathways involved in 
inflammation or carcinogenesis. In this context, this study aimed to evaluate the 
activity of the ethanol extract of M. plinioides in hepatocellular carcinoma cells 
(HepG2) and prostate (LNCaP) by expression analysis of p38-α markers, PP38-α, 
NF-kB and caspase-3, involved in carcinogenesis, and the effect on cell viability by 
the MTT method. The viability of cells was significantly altered in both cell lines when 
treated with ethanolic extract. Protein expression analysis demonstrates significant 
inhibition of p38-α expression and caspase-3 in LNCaP cells, when treated with 
ethanolic extract of M. plinioides followed by LPS. In HepG2 cells there was only a 
change in the expression of caspase-3 at a concentration of 200 / ml, with or without 
addition of LPS after treatment with extract. The results showed reduction of cell 
viability in both tumor lines, differential expression of proteins involved in apoptosis, 
leading to evidence of activation by distinct mechanisms in each extract cell type. 
Further studies to investigate the cellular mechanism, and induction of death in tumor 
cells of prostate and liver cancer may contribute to the identification and elucidation 
of new biomolecules with antitumor potential. 
 
Keywords: LNCaP, HepG2, p38α, pp38α, NF-kB, Caspase-3. 
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1 INTRODUÇÃO 
Em 2012, 8,2 milhões de pessoas morreram devido a causas relacionadas ao 
câncer. Para este mesmo ano era esperado uma taxa anual 14 milhões de novos 
casos de câncer e se espera que este número atinja 22 milhões de novos casos por 
ano nas próximas duas décadas (WHO, 2016).  
O câncer de próstata e hepático fazem parte do grupo dos 5 tipos de câncer 
que mais acometem os homens no mundo, sendo que o câncer hepático está em 
segundo lugar em taxa de mortalidade em homens e mulheres no mundo (WHO, 
2015). Foram estimados cerca 1,1 milhão de novos casos de câncer de próstata no 
mundo para o ano de 2012, ocupando desta forma o primeiro lugar na taxa de 
incidência em homens de países desenvolvidos e o segundo no mundo (TORRE et 
al., 2015).  
O carcinoma hepatocelular é o tipo de tumor primário mais prevalente entre 
os tumores hepáticos representando até 80% destes. Apesar de a sua incidência ser 
relativamente baixa, a mortalidade entre os casos da doença é muito alta porém, sua 
incidência tem crescido muito nos últimos anos no mundo todo (INCA, 2016). 
Atualmente está entre os 5 tipos de câncer que mais acomete homens e está em 
segundo lugar na taxa de mortalidade em ambos os sexos (TORRE et al., 2015). 
O tratamento padrão para o câncer de próstata não avançado através do 
bloqueio hormonal reduz os sintomas em 70-80%. Entretanto este tratamento não é 
curativo e a maioria destes pacientes tem progressão de doença após 2 anos de 
tratamento em média requerendo início de uma terapia mais agressiva (DAMBER; 
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AUS, 2008; SERUGA; TANNOCK, 2011). O surgimento da quimioterapia baseada 
em docetaxel em substituição ao tratamento anterior com mitoxantrona representou 
um incremento na sobrevida da ordem de 20-25% (ROSENBERG, 2006).  Apesar 
dos benefícios clínicos com o uso de docetaxel os pacientes geralmente têm uma 
expectativa de vida curta e em algum momento irão apresentar progressão da 
doença (GARCIA et al., 2011).  
Para o tratamento do câncer hepático a realidade não é muito diferente. A 
primeira linha de tratamento do carcinoma hepatocelular é a cirurgia ou transplante 
que apresenta sobrevida de 5 anos variando na faixa de 60-80% (LLOVET et al., 
2005). O carcinoma hepatocelular é tido como um dos tipos de câncer menos 
responsivos aos quimioterápicos, sendo que até 2007, nenhum quimioterápico 
antineoplásico era recomendado como rotina (EASL–EORTC CLINICAL PRACTICE 
GUIDELINES, 2012).  
Diante de tal cenário, é de extrema importância a busca por novos 
medicamentos antineoplásicos que apresentem uma melhor resposta terapêutica 
por meio de uma nova abordagem terapêutica.  
Estudos epidemiológicos e experimentais tem associado a maioria dos 
tumores malignos a uma desregulação nas vias de sinalização da inflamação. 
Diferentes moléculas sinalizadoras, tais como o fator de transcrição nucelar kappa B 
(NFkB), o fator nuclear ativador de proteína-1 (AP-1), transdutor e ativador de sinal 
de transcrição-3 (STAT-3), seus produtos gênicos como a cicloxigenase-2 (COX-2), 
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), lipoxigenase, metaloproteinases de matriz, 
fator de crescimento endotelial e vascular, moléculas de adesão, proteína kinase 
ativada por mitógeno p38-α (p38-α MAPK), fator de necrose tumoral-α (TNF-α), 
caspase-3, dentre outros, têm demonstrado o seu papel decisivo na inflamação e na 
carcinogênese (ZHU et al., 2011; BHARAT; GEHLOT 2009). 
Há muito tempo que a vasta diversidade de plantas no mundo tem sido usada 
para fins medicinais e servindo de base para o desenvolvimento de novos fármacos, 
tendo como referência seu uso etnofarmacológico (MILLER, 2011).  Antineoplásicos 
oriundos de produtos naturais, tais como o paclitaxel e camptotecina, têm sido 
usados a décadas e agem como a maioria dos quimioterápicos clássicos 
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interrompendo o ciclo celular de células em divisão (BALUNAS; KINGHORN, 2005).  
A fase inicial que leva ao desenvolvimento do processo inflamatório na 
próstata ainda não é claro. Suspeita-se que infecções da próstata por patógenos, 
lesões na próstata, fatores dietéticos, e o desbalanço hormonal, possam contribuir 
na ativação da imunidade inata e consequentemente da imunidade adaptativa, 
promovendo uma resposta inflamatória amplificada (MARZO et al., 2007). 
Recentemente a inflamação crônica tem ganhado atenção como um 
componente importante relacionado à progressão dos tumores. Estima-se que a 
infecção e a inflamação crônica possam estar envolvidas em até 20% de todos os 
tipos de câncer (MARZO et al., 2007). A inflamação contribui para a proliferação e a 
sobrevivência das células malignas, a angiogênese, e para o desenvolvimento de 
metástases, e reduz a resposta à quimioterapia e radioterapia (ZHU et al., 2011). 
É conhecido que vários marcadores de inflamação são expressos em vários 
tipos de câncer os quais são responsáveis pela progressão da doença. A supressão 
destes marcadores pelos mais diversos compostos vegetais pode prevenir ou 
auxiliar no tratamento do câncer. Alguns compostos não vegetais também já são 
estudados pelo fato de atuarem nestas vias. Podemos citar os anti-inflamatórios 
esteroidais como a dexametasona, inibidores de proteossoma como o bortezomib, 
inibidores de TNF como o infliximabe e a talidomida, e inibidores de NF-kB como a 
curcumina (AGGARWA; GEHLOT, 2009).  
Uma das mais novas estratégias de estudo no combate ao câncer está focada 
nas vias da inflamação e apoptose. Agentes anti-inflamatórios agora podem ser 
explorados mais profundamente, e as moléculas que apresentarem resposta 
satisfatória nos testes in vitro e in vivo, poderão, futuramente, ser estudadas em 
ensaios clínicos controlados. Devido a esta nova estratégia de tratamento se espera 
que os tratamentos sejam menos agressivos e com menos efeitos colaterais 
(AGGARWAL; GEHLOT, 2009). 
Apesar do desenvolvimento de técnicas no descobrimento de novos 
fármacos, tais como a síntese química, a química combinatória e a modelagem 
molecular, o uso de fontes naturais, e particularmente de plantas, continua sendo de 
extrema importância para o desenvolvimento e descoberta de novas drogas 
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anticâncer em conjunto com a elucidação dos mecanismos envolvidos na 
carcinogênese (NEWMAN; CRAGG, 2000, 2003; BUTLER, 2004). 
 Do período de 1940 até 2010, das 175 moléculas (small molecules) com 
potencial anticarcinogênico, 131 delas (74,8%) originaram-se de produtos naturais 
ou são derivados diretos destes (NEWMAN; CRAGG, 2012). 
Um estudo de 2012 demonstrou atividade de supressão no crescimento de 
células leucêmicas devido à presença de compostos fenólicos em Myrciaria 
jaboticaba, da família Myrtaceae, e outro estudo do mesmo ano revelou a presença 
de antocianina em grandes quantidades, substância com propriedade anti-
inflamatória e de supressão do crescimento de linhagens celulares tumorais (ABE et 
al., 2012; SONG et al., 2012). Um terceiro estudo de 2012 analisou a ação anti-
proliferativa desta mesma espécie em 11 linhagens tumorais diferentes e concluiu 
que a fração polar do extrato de cascas teve maior atividade em células leucêmicas, 
e a fração apolar teve maior ação em células PC-3 de tumor de próstata (LEITE-
LEGATTI et al., 2012). A espécie Myrciaria cauliflora, da família Myrtaceae, também 
demonstrou atividade citotóxica moderada em linhagens de câncer de cólon HCT116 
e HT29 (REYNERTSON et al., 2008).  
A espécie Myrciaria plinioides, da família Myrtaceae é típica da região sul do 
Brasil, mas não possui estudos sobre sua composição fitoquímica e suas 
propriedades medicinais. Diante deste contexto, buscamos encontrar atividade do 
extrato etanólico de M. plinioides na modulação das vias de sobrevivência e morte 
celular através da identificação de alterações da expressão dos marcadores p38-α 
MAPK, pp38-α MAPK, NF-κB e caspase-3 em linhagem de células de câncer de 
próstata LNCaP e carcinoma hepático HepG2. 
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1.1 Objetivos 
 
1.1.1 Objetivo geral 
Investigar e avaliar o potencial biológico do extrato etanólico de M. plinioides 
em células tumorais. 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 Avaliação da viabilidade celular das linhagens LNCaP e HepG2 pelo 
método MTT em células tratadas com diferentes concentrações do extrato 
etanólico de M. plinioides; 
 Avaliação da expressão proteica de p38-α MAPK, pp38-α MAPK, NF-κB e 
caspase-3, em células LNCaP e HepG2 após tratamento com extrato 
etanólico de M. plinioides; 
 Avaliação da expressão proteica de p38-α MAPK, pp38-α MAPK, NF-κB e 
caspase-3, em células LNCaP e HepG2 após tratamento com extrato 
etanólico de M. plinioides e posterior tratamento com  LPS.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
2.1 Câncer 
Segundo os dados mais recentes da Organização Mundial da Saúde, de 
2012, 14 milhões de novos casos de câncer foram diagnosticados e 8,52 milhões de 
pessoas morreram por causas relacionadas com a doença no mundo (WHO 2016). 
A compreensão de que o câncer é um conjunto de mais de 100 doenças demonstra 
a complexidade na busca pelo controle do seu desenvolvimento e coloca o mundo 
científico numa posição muito distante da tão aguardada cura do câncer 
(STRATTON et al., 2009). O câncer se origina de diferentes tipos celulares, portanto 
com características muito distintas, a partir de diferentes órgãos. É um processo 
evolutivo caracterizado pelo crescimento acentuado de uma massa celular devido ao 
desequilíbrio entre proliferação e morte celular, com a capacidade de invadir tecidos 
vizinhos e desta forma atingir vasos sanguíneos e linfáticos, instalando-se em 
órgãos e tecidos distantes (STRATTON et al., 2009; HANAHAN, 2000). Este 
comportamento provém de diversas alterações na fisiologia celular ocasionado pelas 
mutações, que são alterações nas sequência de nucleotídeos devido a danos sofrido 
pelo DNA. Estas alterações genéticas e epigenéticas levam a um fenótipo 
característico de proliferação desenfreada na busca pela dominância do espaço e 
por suprimentos pela célula (NOWELL, 1974).  
O DNA das células saudáveis sofre constantes agressões por fatores internos 
e externos, sendo que a maioria dos danos são corrigidos por mecanismos de 
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reparação. Variações no grau de exposição a fatores que danificam a célula, e 
problemas na reparação destes erros, favorecem ou não a formação de uma célula 
cancerosa. Estas mutações costumam causar problemas interferindo na síntese de 
proteínas e na sinalização normal da célula. Podem também ser mutações 
silenciosas quando ocorrem em regiões não codificantes do DNA, sem provocar 
alterações na fisiologia normal da célula (OLIVIER et al., 2003, HANAHAN, 2000).  
Os danos causados ao DNA compreendem uma série de alterações 
estruturais diferentes desde substituição de uma base por outra, inserções ou 
deleções de segmentos pequenos ou grandes de DNA, rearranjos, amplificação 
gênica ou até completa eliminação de uma sequência de DNA do genoma. A célula 
também pode incorporar sequencias gênicas de outro organismo, como um vírus, 
por exemplo (STRATTON et al., 2009). Proto-oncogenes, que uma vez ativados em 
oncogenes, desregulam a fisiologia normal da célula favorecendo a proliferação 
desenfreada e evitando os mecanismos que encaminhariam uma célula danificada 
para apoptose.  
Diversas mutações em genes específicos também já foram identificadas e sua 
relação com determinados tipos de câncer já está bem estabelecida. Os genes MYC 
no linfoma de Burkitt, ABL na leucemia mielóide crônica e o gene Kras, mutado em 
diversos tipos de canceres, são exemplos (PONDER, 2001). Sendo assim, 
consecutivas alterações celulares contribuem para diferentes mecanismos que 
promovem o desenvolvimento do tecido tumoral. Evasão de órgãos e sistemas, 
originando as metástases, fuga do estado de senescência, processo seletivo de 
resistência aos agentes citotóxicos disponíveis, são alguns destes mecanismos 
(HANAHAN, 2000).  
 
2.1.1 Câncer de próstata 
O câncer de próstata faz parte do grupo dos tipos de câncer que mais matam 
ao lado do câncer de pulmão, mama, colo retal e estômago (WHO, 2015). É o mais 
comum em homens ocidentais e o segundo no mundo, com uma estimativa de 913 
mil novos casos diagnosticados e 258 mil mortes em 2008. Na Europa e América do 
Norte, mais de 500 mil novos casos são diagnosticados anualmente (FERLAY et al., 
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2010). No Brasil são esperados 61.200 novos casos para 2016 sendo que nó 
homens é o tipo de câncer mais incidente. A região Sul do Brasil é a região com o 
maior índice da doença com 95,63 casos da doença para cada 100 mil habitantes, 
seguido das regiões Centro-Oeste com 67,59 casos, e da região Sudeste com 62,36 
casos para cada 100 mil habitantes (INCA, 2016). 
A patogênese do câncer de próstata envolve fatores hereditários adicionado 
de fatores ambientais. Os fatores de risco bem estabelecidos no câncer de próstata 
são a idade avançada, ancestralidade africana, histórico da doença na família e 
determinadas condições genéticas.  
O grupo populacional com maior índice documentado da doença no mundo 
são homens negros, e homens caribenhos de ancestralidade africana (DESANTIS et 
al, 2014). Parece haver também uma relação com a adoção do estilo de vida 
ocidental com o desenvolvimento da doença, o que contribui para o padrão de 
distribuição geográfica da doença. Outros fatores menos compreendidos, mas que 
podem contribuir para o desenvolvimento do câncer de próstata incluem fatores da 
dieta, alterações hormonais, exposições ambientais desconhecidas, infecções e 
inflamação crônica (MARZO et al., 2007). Asiáticos parecem ter o risco 
incrementado de desenvolver a doença quando estes migram para a América do 
Norte, confirmando a suspeita a respeito do papel do estilo de vida na 
carcinogênese (WHITTEMORE et al., 1995; SHIMIZU et al., 1991).  
Dois estudos prospectivos de 1993 e 1994 relacionam o aumento no consumo 
de gorduras em geral, gordura animal e carne vermelha com o câncer de próstata 
(GIOVANNUCCI et al., 1993; LE MARCHAND et al., 1994). O mecanismo envolvido 
não está totalmente claro, mas sabe-se que a carne grelhada a altas temperaturas 
formam compostos carcinógenos como as aminas aromáticas heterocíclicas e os 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (STUART et al., 2000; SHIRAI et al., 1997). 
A próstata humana é uma glândula que faz parte do sistema reprodutor 
masculino e é responsável pela produção de um fluido que ajuda o sêmen a 
transportar o esperma durante o orgasmo. A próstata tem o tamanho aproximado de 
uma noz e se encontra em frente ao reto e logo abaixo da bexiga, envolvendo a 
uretra. Duas das três importantes regiões em que a próstata pode ser dividida estão 
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relacionadas a doenças desta glândula. Enquanto a zona transicional é acometida 
pela hiperplasia prostática benigna, o câncer de próstata costuma surgir na maioria 
das vezes na zona periférica (ELLEM; RISBRIDGER, 2007). 
No citoplasma das células prostáticas encontram-se receptores de androgênio 
(RA) que, após ativação, direcionam para desenvolvimento da célula. Estes 
receptores possuem alta afinidade pela di-hidrotestosterona (DHT) e, formado o 
complexo receptor/hormônio, ocorre fosforilação, dimerização e translocação do 
mesmo ao núcleo. No núcleo, ocorre a ligação do complexo à região do DNA 
responsável pela transcrição de proteínas a partir de genes específicos, 
responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento celular (FELDMAN; FELDMAN, 
2001). 
Diversas evidências apontam para um papel central da participação da 
inflamação na carcinogênese do câncer de próstata. A inflamação também tem sido 
associada a 20% dos cânceres em humanos provocando dano genômico (MARZO 
et al., 2007; SCIARRA et al., 2007; VASTO et al., 2008). Fatores relacionados à 
inflamação da próstata incluem hábitos alimentares, trauma físico, desbalanço 
hormonal e produtos metabólicos como o ácido úrico (MARZO et al., 2007; 
SCIARRA et al., 2007; VASTO et al., 2008). Estima-se que um quinto dos tumores 
de próstata seja resultado de inflamações de origem infecciosa ou relacionadas a 
fatores ambientais (MARZO et al., 2007).  
A infecção é considerada como a maior causa de inflamação que pode 
desencadear uma inflamação crônica da próstata, e acredita-se que cerca da 
metade dos homens com mais de 79 anos de idade tenha tido pelo menos um 
episódio de prostatite de origem infecciosa, bacteriana ou viral (NELSON et al., 
2003).  
Na maioria dos casos de prostatite não é possível identificar o agente 
infeccioso, além disso, nos casos em que a doença é assintomática o diagnóstico 
não chega ao conhecimento do clínico e não são reportados. Entretanto, diversos 
patógenos já foram identificados na prostatite infeciosa. Dentre os agentes 
infeciosos possivelmente relacionados com a prostatite existem os relacionados à 
transmissão sexual, tais como Chlamydia trachomatitis, syphilis, e Meisseria 
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gonorrhea, e os não relacionados à transmissão sexual como Escherichia coli e 
propionibacterium acnes (STRICKLER; GOEDERT, 2014; SARMA et al., 2006; 
COHEN et al., 2005).  
Também já foi observado, em estudos prévios, a relação inversa entre o uso 
de antinflamatórios não esteroidais e o desenvolvimento do câncer de próstata 
(ROBERTS et al., 2002; NELSON; HARRIS, 2000; NORRISH et al., 1998), bem 
como o uso de antibióticos e o declínio da taxa de inflamação crônica de próstata 
(MARZO et al., 2007), que poderiam confirmar esta hipótese. 
Outra hipótese para a carcinogênese do câncer de próstata está relacionada 
a alterações epigenéticas, mutações e replicações assimétricas sofridas por células-
tronco prostáticas, que adquirem vantagens de sobrevivência em relação às células 
normais (MAITLAND; COLLINS, 2008). 
Durante os estágios iniciais do desenvolvimento do câncer de próstata, as 
células tumorais são dependentes de estímulo por andrógenos, e o controle da 
doença através da ablação hormonal farmacológica ou cirúrgica costuma ser 
positivo. Porém, na maioria dos casos, a doença eventualmente progride para um 
estágio não dependente de andrógeno, o qual costuma ser refratário à 
quimioterapia, radioterapia e tratamento hormonal (FARRAR et al., 2006; 
GROSSMANN et al., 2001). 
O tratamento padrão para o câncer de próstata não avançado é feito por meio 
do bloqueio hormonal farmacológico, também chamado de castração química, o qual 
reduz os sintomas em 70-80%. Entretanto este tratamento não é curativo e a maioria 
dos pacientes tornam-se resistentes à castração após 2 anos de tratamento em 
média (DAMBER; AUS, 2008; SERUGA; TANNOCK, 2011). Uma segunda 
manipulação hormonal é eficaz em alguns pacientes, mas seu efeito tende a ser 
temporário e a não trazer nenhum impacto na sobrevida destes pacientes. A 
detecção precoce da resistência à castração implica consequentemente no início do 
tratamento quimioterápico (ROSENBERG, 2006).  
O tratamento quimioterápico para pacientes com câncer de próstata avançado 
até bem pouco tempo atrás era considerado inútil. O surgimento da quimioterapia 
baseada em docetaxel demonstrou benefícios paliativos globais com um incremento 
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na sobrevida destes pacientes. O uso de docetaxel em substituição do tratamento 
padrão anterior com mitoxantrona e prednisona representou um incremento na 
sobrevida da ordem de 20-25% (ROSENBERG, 2006).  
Apesar dos benefícios clínicos, geralmente o tratamento com docetaxel 
costuma ter uma vida curta e todos os pacientes, eventualmente, irão apresentar 
progressão da doença (GARCIA et al., 2011). Estes fatores reforçam a necessidade 
de busca por novas opções terapêuticas para o tratamento deste tipo de câncer. 
2.1.2 Câncer hepático 
O câncer hepático tem maior prevalência em países menos desenvolvidos e é 
mais comum em homens sendo que nesse grupo é a segunda maior causa de 
mortes por câncer no mundo. Foram estimados 782.500 novos casos de câncer 
hepático e 745,500 mortes no ano de 2012 no mundo (TORRE et al., 2015). 
Cerca de 80% dos tumores malignos de fígado são do tipo celular carcinoma. 
No mundo todo, a incidência do carcinoma hepatocelular tem crescido muito. Na 
Europa, o crescimento teve comportamento heterogêneo sendo que em alguns 
países o índice cresceu, e em outros reduziu (BOSETTI et al., 2008). Somente nos 
Estados Unidos o carcinoma hepatocelular cresceu mais de 40% do período de 
1990 a 2003 (JEMAL et al., 2008).  
Cerca de 90% dos casos de carcinoma hepatocelular são oriundos de fatores 
de risco bem definidos. Dentre dos fatores de risco mais frequentes estão as 
infeções por vírus da hepatite B e C, alcoolismo e exposição à aflatoxina. A 
vacinação contra o vírus da hepatite B tem reduzido os índices de carcinoma 
hepático relacionados com a doença, sendo que nos países desenvolvidos 
ocidentais cerca de 20% dos carcinomas hepáticos estão relacionados com a 
hepatite B, e nos países do leste asiático e África o índice chega a 60%. 
Mundialmente, a hepatite B representa 57% das causas de carcinoma hepático, a 
hepatite C 31%, e o restante de outras causas (PARKIN et al., 2005). A cirrose é 
outro fator de risco para o carcinoma hepatocelular e pode ter como causas as 
hepatites virais crônicas, o alcoolismo, desordens metabólicas e gordura no fígado 
de origem não relacionada com alcoolismo (SANGIOVANNI et al., 2006). Mais uma 
vez se faz presente os processos infecciosos acompanhados de inflamações 
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crônicas associadas à tumorigênese. 
Quimioterápicos clássicos não possuem indicação para este tipo de câncer 
devido a problemas com o metabolismo hepático geralmente comprometido devido à 
cirrose. Infecções oportunistas, comuns com uso de quimioterápicos, é um problema 
maior em pacientes cirróticos e imunodebilitados (GISH et al., 2007; YEO et al., 
2005; QIN et al., 2010; EDELINE et al., 2009). O uso de doxorrubicina sistêmica teve 
uma resposta objetiva em torno de 10%, enquanto que outros quimioterápicos como 
a gencitabina, oxaliplatina, capecitabina e cisplatina, usados de forma isolada ou em 
combinação, tiveram uma resposta variando de 0-18% em investigações não 
controladas (TAIEB et al., 2006). Sorafenibe, um inibidor de tirosina quinase, é o 
primeiro tratamento sistêmico para este câncer sendo atualmente o tratamento 
padrão para pacientes com doença avançada e desde então, diversas moléculas 
alvo tem sido avaliadas em estudos fase II e IV (EASL–EORTC Clinical Practice 
Guidelines). 
Diante deste contexto, frente às estatísticas de incidência e mortalidade dos 
tumores malignos de próstata e hepáticos, dos escassos tratamentos disponíveis e 
suas falhas, e da estreita relação dos processos inflamatórios com o câncer, existe a 
necessidade de buscar por novas biomoléculas que atuem em alvos específicos 
envolvidos na tumorigênese associada à inflamação crônica com o intuito de 
complementar as terapias atualmente disponíveis. 
 
2.1.3 p38α MAPK, pp38α MAPK, NF-kB e Caspase-3 
Numerosas evidências têm demonstrado o papel crítico da inflamação nos 
tumores em diferentes estágios do desenvolvimento. Este dado traz possibilidades 
de entendimento da patogênese de diversos tipos de câncer (GRIVENNIKOV et al., 
2010). A transdução de sinal da via MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno) é 
conservada de forma evolucionária em eucariotos e está implicada em uma série de 
processos biológicos tais como crescimento celular, diferenciação, apoptose, 
inflamação e respostas ao estresse ambiental. A via MAPK pode ser regulada em 
múltiplos níveis bem como por múltiplos mecanismos. A ativação da via é complexa 
e requer um alto nível de coordenação de diferentes proteínas envolvidas no 
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processo. A transdução de sinais exógenos ocorre a partir de uma sequência de 
ativação e fosforilação de componentes da cascata resultando na ativação de 
determinados fatores de transcrição e também de outras quinases (KIM et al., 2012; 
SAYAMA et al., 2006; FANG et al., 2012; SAYAMA et al., 2002). Quando 
estimuladas, as MAPK fosforilam seus substratos contendo resíduos de serina e/ou 
treonina. Contudo, a seletividade do substrato se dá através de interações de 
regiões específicas presente em fosfolipases, fatores de transcrição, proteínas do 
citoesqueleto, os quais podem regular positivamente ou negativamente em parte ou 
completamente a via de sinalização (LAWSON et al., 2013; YU et at, 2011; 
RICHARDSON, 2011; WERLEN et al., 2003). 
Existem 4 principais vias de sinalização da família de proteínas MAPK: a 
ativação regulada por sinal extracelular (ERK ou p42/44 MAPK), c-jun quinase N-
terminal (JNK ou SAPK1), a grande MAPK (BMK ou ERK5), e p38 MAPK 
(SAPK2/RK)(FIGURA 1). As vias SAPKs/JNKs e a p38 são fortemente ativadas por 
sinais de estresse celular, fatores de crescimento e citocinas inflamatórias, enquanto 
que as vias ERK1 e ERK2 são em geral transdutores de sinais de proliferação 
celular e sempre são ativados por mitógenos, e a BMK é ativada por vários 
estímulos tais como estresse oxidativo e fatores de crescimento (RAINGEAUS et al., 
1995; VASSALLI et al., 2012). 
A família da MAPK p38 é constituída de 4 isoformas: p38α, p38β, p38Ƴ e 
p38δ, cada qual codificado por um gene diferente e com diferenças em sua 
especificidade e distribuição nos tecidos (JOHNSON; LAPADAT, 2002). A p38 é 
uma classe de MAPK e sua função significativa é a de transduzir respostas ao 
estresse celular, tais como hiperosmolaridade, radiação UV, choque de temperatura, 
inibição de síntese proteica, ligando-se a receptores específicos ativando citocinas 
pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1ß e IL-6. A ativação da sinalização de p38 implica 
em respostas que vão desde apoptose, sobrevivência celular (proteção de 
apoptose), indução de genes que codificam citocinas inflamatórias, diferenciação e 
ativação de funções efetoras (MITTELSTADT, 2005; GUAN et al., 1998). 
 A isoforma mais comum, p38α, tem uma grande importância na produção de 
TNF-α, IL-1 e IL-6, que são citocinas com efeitos pro-inflamatórios, angiogênicos e 
de sobrevivência, além de regular a expressão de citocinas através da modulação 
25 
de fatores de transcrição como o NF-kB (FIGURA 1). Além disso, p38α também 
regula a expressão de citocinas a nível pós transcricional regulando a estabilidade 
do mRNA e tradução proteica (CLARK et al., 2003). A p38α também possui atividade 
diretamente na invasão tumoral e angiogênese através da expressão de 
metaloproteinases MM01, MMP3 e MMP13, as quais regulam a remodelação e 
degradação da matriz extracelular por células de câncer metastático, além de ativar 
fatores de angiogênese relacionados com hipóxia (POURGHOLAMI; MORRIS, 2008; 
KOODIE et al., 2010).  
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Figura 1 - Via de sinalização da p38 MAPK 
 
Figura 1: Via de sinalização da p38 MAPK. É possível visualizar alguns dos fatores responsáveis pela 
estimulação desta via, através da ativação de alguns receptores de membrana, tais como, citocinas 
inflamatórias, fatores estressantes para a célula e radiação UV. A estimulação desta via é 
responsável desde o aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias, podendo ser responsável 
também pela apoptose ou a sobrevivência células, dependendo do tipo celular envolvido. 
Fonte: Do autor, adaptado de: <http://saweb2.sabiosciences.com/>. 
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polarização da formação dorso-ventre em insetos até a ativação de respostas 
inflamatórias e reposta imune inata (BAEURLE; BALTIMORE, 1996). As proteínas 
de NF-kB (p50/p105, p52/p100, p65/RelA, RelB, c-Rel) compartilham um domínio 
homólogo Rel o qual as submete a um determinado tipo de regulação em um fluxo 
de transição entre citoplasma e núcleo celular (BALDWIN, 1996). Estas proteínas 
existem na forma inativa como homodímeros ou heterodímeros primariamente 
ligados a proteínas da família IkB (FIGURA 2). As proteínas da família NF-kB são 
caracterizadas pela presença de um domínio N-terminal bem conservado com cerca 
de 300 aminoácidos, o qual é responsável pela dimerização e interação com IkBs e 
ligação ao DNA. A proteína típica IKb age prevenindo a ligação do DNA pelo dímero 
NF-kB (GOSH et al., 2012).  
Em células normais, NF-kB está localizado no citoplasma associado ao seu 
inibidor, a proteína IkBα. Após estimulação por mitógenos, antígenos e citocinas, 
IkBα é fosforilado e degradado, seguido de translocação de NF-kB ao núcleo, onde 
este se liga à kB, na região promotora de genes responsivos seguido de transcrição 
(KARIN, 1999). Em um estudo de 2007, a análise genômica de tecido tumoral de 
mama revelou que o inibidor kappa B kinase-ԑ(IKKԑ), necessário para a ativação de 
NF-kB, estava amplificada (BOEHM et al., 2007). 
O NF-kB é um dos fatores que está ligado a genes responsáveis pela 
inflamação, sobrevivência celular, proliferação, invasão, angiogênese e formação de 
metástases. (AGGARWAL et al., 2009). A ativação de NF-kB protege as células da 
cascata apoptótica induzida por TNF-α e por outros estímulos (FIGURA 2), 
bloqueando a ativação da caspase 8, e ativando vários genes  anti-apoptóticos como 
Bcl-2, Bcl-xl e XIAP (ZHU et al., 2011; AGGARWAL et al., 2009). Além disso, 
antagoniza a função do gene p53 (gene apoptótico) e está implicado na ativação de 
genes associados à proliferação celular, angiogênese, metástase e supressão de 
apoptose. Em suma, promove a oncogênese e a resistência celular à terapia 
antineoplásica. Estudos indicam ainda que, em diversas células, NF-kB é estimulado 
após tratamento quimioterápico e radioterápico impedindo parcialmente que as 
células malignas sejam induzidas a apoptose (ZHU et al., 2011; AGGARWAL et al., 
2009). 
A maioria dos fatores de risco associados ao câncer tais como, o fumo e o 
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consumo de álcool, estão envolvidos com as via de sinalização da inflamação, na 
qual podemos incluir a via NF-kB. O processo inflamatório também está presente 
nas condições que precedem o câncer de diferentes tipos, como, por exemplo, o 
carcinoma hepático, o qual está fortemente ligado à infecção pelo vírus da hepatite B 
(TAN et al., 2008). Ainda, estudos demonstram o papel da ativação de receptores 
TLR4 (Toll-like Receptor 4) na carcinogênese, que pode ocorrer por diversos 
estímulos, como por exemplo, LPS. Já está estabelecido o papel destes receptores 
em tumores hepáticos, de cólon, pâncreas e de pele. A estimulação deste receptor 
de forma crônica desencadeia progressão tumoral relacionada com inflamação e 
inibição de apoptose tumoral, através de estimulação da via p38, da via NF-kB, e 
modulação de outras vias também (YU, et al., 2010; FUKATA et al., 2009, DAPITO 
et al., 2012).  
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Figura 2 - Via de sinalização família NF-Kb 
 
Figura 2: Via de sinalização família NF-kB. É possível visualizar nesta figura, alguns dos fatores 
estimuladores da via NF-kB, dentre eles lipospolisacarídeos (LPS) e as citocinas pró-inflamatórias 
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral α (TNF-α), que favorecem a sobrevivência da célula 
impedindo a apoptose. 
Fonte: Do autor, adaptado de: <http://saweb2.sabiosciences.com/>. 
 
Outra proteína envolvida em processos inflamatórios são as caspases, que 
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diferenciação celular, proliferação e ativação de NF-kB. As caspases 3, 6, 7 e 14 são 
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Fatores de 
crescimento 
Receptor de 
fator de 
crescimento 
Processamento 
P105 
Degradação 
 de IkBs 
Degradação 
C-Terminal 
Transcrição 
Degradação 
 de IkBs 
Degradação 
 de IkBs 
Degradação 
 de IkBs 
Degradação 
 de IkBs 
Degradação 
C-Terminal 
Repressão 
Processamento 
P100 
30 
cascata proteolítica é a clivagem específica de uma grande variedade de substratos 
que resultam em apoptose (FIGURA 3). Todas as caspases são produzidas nas 
células como zimógenos inativos e necessitam submeter-se a ativação proteolítica 
durante apoptose. A ativação das caspases efetoras, como a caspase 3 ou 7, ocorre 
pela ação de caspases iniciadoras, como a caspase 9, através da clivagem de 
resíduos específicos Asp internos, os quais separam a subunidade maior da 
subunidade menor. Entretanto, as caspases iniciadoras são autoativadas. Altos 
níveis de ativação de caspases conduzem a apoptose enquanto que a ativação 
limitada de caspase pode desencadear principalmente as funções não apoptótica 
como a proliferação, diferenciação e comunicação celular por meio da liberação de 
citocinas e da ativação de NF-kB. NF-kB ativado permite que as demais funções 
possam ocorrer (LI et al., 1997).  
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Figura 3 – Via de sinalização das Caspases 
 
 
Figura 3: Via de sinalização das Caspases. A figura apresenta alguns dos receptores envolvidos na 
ativação da cascata apoptótica e a sua complexa interação com outras vias de sinalização. É possível 
observar a relação do receptor de TNF-α na membrana celular e dos canais de cálcio com a ativação 
de caspases efetoras como a caspase 3, 6 e 7. 
Fonte: Do autor, adaptado de: <http://saweb2.sabiosciences.com/>. 
 
 Diante de tal contexto, é de extrema importância investigar e encontrar novos 
alvos para estas moléculas para que possam ser utilizados em uma nova 
abordagem terapêutica em diversos tipos de câncer. 
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2.2 Produtos naturais na descoberta de novos fármacos anticancerígenos 
Há muito tempo que a vasta diversidade de plantas no mundo tem sido usada 
para fins medicinais servido de base para o desenvolvimento de novos fármacos, 
tendo como referência seu uso etnofarmacológico (MILLER, 2011). O uso das 
plantas para fins medicinais iniciou-se através de formas simples como tinturas, 
chás, emplastos e pós. Seu uso passou a envolver processos de isolamento de 
compostos ativos como a morfina, extraída do ópio, no início do século IXX, e, 
posteriormente, a codeína, digitoxina, e quinina, sendo que alguns são utilizados até 
os dias de hoje (BALUNAS E; KINGHORN, 2005).  
A farmacologia moderna se baseou no uso empírico das plantas para estuda-
las a fim de obter informações sobre os seus constituintes e suas propriedades, e 
assim, promover o seu uso seguro. A síntese destes compostos permitiu utiliza-los 
em estudos e definir doses seguras e eficazes dos medicamentos (PETROVSKA, 
2012).Apesar do desenvolvimento de novas técnicas para o descobrimento de novos 
fármacos, tais como a síntese química, a química combinatória e a modelagem 
molecular, o uso de fontes naturais, e particularmente de plantas, continua sendo de 
extrema importância (NEWMAN E CRAGG, 2000, 2003; BUTLER, 2004). 
Do período de 1940 até 2010, das 175 moléculas (small molecules) com 
potencial para se tornarem fármacos antineoplásicos, 131 (74,8%) delas originaram-
se de plantas ou são derivadas diretamente de plantas (NEWMAN E CRAGG, 2012), 
demosntrando o papel extremamente relevante desta fonte na descoberta de 
biomoléculas e sua utilização no desenvolvimento de medicamentos para tratamento 
do câncer 
A camptotecina, um alcalóide quinolônico que age como um inibidor de 
topoisomerase I, foi isolado pela primeira vez da planta chinesa Camptotheca 
acuminata por Wall e colaboradores em 1966 (WALL et al., 1966). Devido ao seu 
mecanismo único de ação, inibidor de topoisomerase I, diversos compostos 
análogos foram sintetizados e investigados para seu potencial no tratamento do 
câncer (THOMAS et al., 2004). O FDA (Food and Drug Administration) aprovou o 
medicamento irinotecano para tratamento de câncer coloretal e topotecano para o 
tratamento de câncer de ovário e de câncer de pulmão de pequenas células 
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(CRAGG; NEWMAN, 2004).  
Dentre os principais medicamentos para tratamento do câncer de origem 
vegetal também podemos citar os alcalóides da vinca: vincristina, vimblastina, 
vindesina, vinorelbina; o etoposido; o paclitaxel (FIGURAS 4 e 5) e o docetaxel 
(FIGURA 6)(BALUNAS; KINGHORN, 2005). 
Figura 4 - Estrutura química do paclitaxel, constituinte ativo citotóxico do extrato de 
Taxus brevifolia 
 
Fonte: J.D. McChesney et al. Phytochemistry 68, 2007, 2015-2022. 
 
Figura 5 - Taxus brevifolia 
 
 
Fonte: Disponível em: <https://courses.washington.edu/>. 
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Figura 6 – Estrutura química do docetaxel, derivado semi-sintético do paclitaxel 
 
Fonte: MedicinesComplete.com 
 
 
2.3 Família Myrtaceae 
A Família Myrtaceae é composta 140 gêneros, presente principalmente em 
regiões tropicais e subtropicais. No Brasil são descritos 26 gêneros e em torno de 
1.000 espécies (SOUZA, LORENZI, 2008). Divide-se em duas subfamílias, 
Leptospermoideae, caracterizada por frutos secos e folhas alternadas, e Myrtoideae, 
caracterizada pelos frutos carnosos e folhas opostas, sendo que no Brasil todos os 
representantes nativos pertencem a esta subfamília (SOBRAL et al., 2016). A 
subfamília Myrtoideae é constituída por uma só tribo, Myrteae, subdividindo-se nas 
subtribos Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae. 
Os espécimes da família Myrtaceae são caracterizados por plantas que 
variam de lenhosas a arbustivas, com folhas inteiras e flores brancas ou vermelhas, 
que possuem distribuição tropical (Américas) e em clima temperado (Austrália) 
(SILVA, 2007). Segundo dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
(EMBRAPA, 2014, texto digital), a família Myrtaceae apresenta mais de 4000 
espécies, uma das maiores da flora brasileira, estando amplamente distribuída no 
Rio Grande do Sul. As espécies pertencentes a essa família são popularmente 
conhecidas e utilizadas como antidiarreicas e seus frutos são comestíveis, 
predominando nas regiões tropicais e subtropicais no mundo em outros lugares do 
mundo. No Brasil são conhecidos 23 gêneros de Myrtaceae, compreendendo 1034 
espécies, sendo que destes 23 gêneros, 18 estão representados no Rio Grande do 
Sul. (SOBRAL et al., 2016).  São 8 gêneros para cada subtribo Eugeniiae, 5 para 
Myrciinae e 5 também para Myrtinae, totalizando 205 espécies (LIMBERGER, 1998; 
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APEL, 2001; LIMBERGER, 2001). 
A família botânica Myrtaceae é representada por uma rica diversidade de 
frutas que representam um expressivo valor comercial na produção e 
comercialização de produtos derivados como sorvetes, sucos, iogurtes, licores, 
sobremesas dentre outros, além das frutas in natura (PEREIRA et al., 2012). 
Dois compêndios brasileiros de botânica apresentaram um levantamento 
composto por cerca de 245 plantas, pertencentes a 98 famílias diferentes, com 
utilização para indústria farmacêutica e cosmética brasileira. Destas 98 famílias, 11 
espécies da família Myrtaceae estão entre as mais citadas e relacionadas a 
propriedades medicinais, em geral com atividade adstringente e anti-ulcerativa 
(BIAVATTI et al., 2007). 
A família Myrtaceae é composta por cerca de 129 gêneros, muitos dos quais 
apresentam propriedades biológicas diversas já relatadas. Um destes gêneros é o 
Eugenia spp, com atividade antipirética, anti-inflamatória, diurética, hipoglicemiante, 
antioxidante, anti-tumorais, anti-diarreicos e antimicrobianas. Myrciaria spp, como 
por exemplo a Jaboticaba (Myrciaria cauliflora), é rica em compostos fenólicos e 
possui atividade antioxidante e anti-tumoral. O gênero Syzygium, apresenta 
propriedades antioxidantes e antitumorais mostrando inibição do crescimento de 
células malignas da linhagem Hep2 de câncer hepático (ANNADURAI et al., 2012; 
AURICCHIO et al.,2007; COLE, et al. 2007; SHAD et al., 2014; TALIB, 2011; VIANA, 
et al., 2012; W. WANG et.al, 2014). E por fim, o gênero Psidium, com relatos de 
atividades antitumorais exibindo citotoxicidade contra células leucêmicas Kasumi-1 e 
de câncer de ovário, OV2008, e indução de atividade anticâncer suprimindo a via de 
sinalização AKT/mTOR/S6K1 relacionada a tumorigênese, angiogênese e 
metástase, em células do câncer prostático humano LNCaP e PC3 (LEVY et al. 
CARLEY, 2012; RYU et al., 2012). 
 
2.3.1 Gênero Myrciaria 
O gênero Myrciaria, pertencente à família Myrtaceae, é composta de 
aproximadamente 236 espécies, sendo que 40 delas são nativas do Brasil (IPNI, 
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2014). Algumas espécies de Myrciaria, encontradas em jardins domésticos e 
chamadas de jaboticabeiras, são conhecidos pelos seus frutos de cor escura e sabor 
adocicado levemente ácido (WU et al., 2012).   
A espécie M. cauliflora, nativa do Brasil e também conhecida popularmente 
por jabuticabeira, demonstrou atividade citotóxica em linhagens de câncer de cólon 
HCT116 e HT29 moderada (REYNERTSON et al., 2008). Um estudo de 2012 
analisou a ação anti-proliferativa de jabuticaba em 11 linhagens tumorais diferentes 
e concluiu que a fração polar do extrato de cascas teve maior atividade em células 
leucêmicas, e a fração apolar teve maior ação em células PC-3 de tumor de próstata 
(LEITE-LEGATTI et al., 2012). A espécie M. cauliflora, conhecida também ainda por 
jabuticaba assú, e a espécie Myrciaria jaboticaba, conhecida por jabuticaba sabará, 
são as mais populares em termo de consumo no Brasil e são conhecida por serem 
fontes ricas de antocianinas (REYNERTSON, 2008). A fruta da falsa jabuticaba, 
Myrciaria vexaxtor, é cultivada na Venezuela e utilizada para fazer geleias e bebidas, 
assim como muitas outras frutas de Myrciaria (MITRA, 2010; FERMIN, 2010; 
LORENZI et al., 2010). 
Antocianinas são compostos que possuem atividade antioxidante e estão 
presente em diversas plantas e seus extratos tem demonstrado atividade na redução 
do estresse oxidativo, prevenção de algumas doenças inflamatórias, dentre outras 
(REYNERTSON, 2006). Song e colaboradores (2012) demonstraram também a 
atividade supressora de linhagens neoplásicas das antocianinas, presentes em 
jabuticaba (SONG et al., 2012). A espécie M. Jaboticaba também contém altas 
quantidades de ácido elágico, um polifenol com potente ação supressora de células 
leucêmicas (ABE et al., 2012; MERTENS-TALCOTT et al., 2013). 
Por isso, o foco deste estudo foi avaliar uma possível atividade em vias de 
sinalização relacionadas a inflamação e tumorigênese de Myrciaria plinioides 
(FIGURAS 7 e 8), por se tratar de uma espécie que não possui estudos sobre sua 
composição fitoquímica e sobre suas propriedades medicinais. 
 
 
37 
Figura 7 – Myrciaria plinioides (a) 
 
 
Fonte: Disponível em: <http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/index.php?pag=apresenta.php>. 
 
Figura 8 – Myrciaria plinioides (b) 
 
 
Fonte: Disponível em: <http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars>. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Material vegetal 
O extrato etanólico utilizado no desenvolvimento deste projeto foi fornecido 
pelo projeto de pesquisa intitulado "Efeito anti-inflamatório e anticarcinogênico de 
extratos vegetais em cultura de células", coordenado pela Prof. Dra. Márcia 
Goettert.  A exsicata foi identificada pela botânica professora doutora Elisete Maria 
de Freitas, e foi depositada no herbário do Centro Universitário UNIVATES (HVAT), 
sob número 1066. 
 
3.2 Linhagem celular 
Foram utilizadas células LNCaP, gentilmente doadas pela Prof. Ilma Simoni 
Brum da Silva, do Laboratório de Fisiologia Celular da UFRGS, células de carcinoma 
de próstata, derivado de metástase em linfonodo supra clavicular esquerdo, e 
células HepG2, de carcinoma hepatocelular (BCRJ, 2014). Após descongelamento 
as células foram mantidas em meio de cultura RPMI e DMEM respectivamente, 
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB), 0,006% penicilina e 0,01% de 
sulfato de estreptomicina, incubadas a 37ºC em atmosfera de 5% CO2 e 90% 
umidade. 
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3.3 Avaliação do potencial citotóxico in vitro, através do método colorimétrico 
MTT 
Foram utilizadas células não metabolizadoras LNCaP e HepG2. As células 
foram cultivadas em densidade de 5x103 células/poço em placas de 96 poços 
contendo 200 µL/poço de meio de cultura, e incubadas durante 24 horas. Após, 
foram tratadas com o extrato etanólico nas concentrações 200 µg/mL, 100 µg/mL, 50 
µg/mL, 25 µg/mL e 12,5 µg/mL. Após incubação de 48 horas, os tratamentos foram 
retirados e adicionados 200 µL/poço de solução 10% de MTT. Após 3 horas retirou-
se a solução de MTT e adicionou-se 200 µL/poço de DMSO, seguido da leitura de 
absorbância em 570 nm. A análise estatística foi realizada com base em 4 
experimentos independentes. 
 
3.3.1 Análise da expressão proteica de p38-α MAPK, pp38-α MAPK, NF-κB e 
caspase-3 em células LNCaP e HepG2 
Neste estudo, cada linhagem celular tumoral, HepG2 e LNCaP, foi dividida em 
dois grupos. No primeiro grupo as células foram tratadas com o extrato etanólico de 
M. plinoides nas concentrações de 200, 100 e 50 µg/mL, e incubadas por 24 horas a 
37ºC em atmosfera de 5% CO2 e 90% umidade. No segundo grupo, após pré-
incubação de uma hora com as diferentes concentrações do extrato e nas mesmas 
condições, as células foram tratadas com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e 
incubadas por 24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% CO2 e 90% umidade, em 
triplicata. 
A análise de proteínas foi feita pelo método de Western-blotting. Após o 
tratamento com diferentes concentrações do extrato etanólico de M. plinioides, as 
células foram lavadas com o tampão PBS (pH 7,4) e ressuspensas em 500 µL de 
tampão de lise RIPA (1 mL de Triton X-100, 5 mL de ortovanadato de sódio a 10 mM 
e 5 ml de fluoreto de sódio a 10 mM, pH 7,4) sobre gelo e agitação. Com auxílio de 
scrapper as células foram removidas juntamente com o tampão RIPA e 
centrifugados a 11,000 × g por 20 min, a 4 °C, para obtenção da fração citosólica 
(Lee et al., 2011). O sobrenadante foi coletado para a determinação do índice de 
proteínas totais utilizando BSA (albumina bovina sérica) como padrão (Bradford, 
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1976). Um volume de 5x de tampão da amostra (125 mM Tris-HCl, 20% glicerol, 4% 
SDS,100 mM DTT, 0,02% azul de bromofenol, pH 6,8) foi adicionado ao 
sobrenadante. A fração citosólica (60 μg para p38-α e caspase-3, e 65 μg para NF-
kB e pp38-α) foi submetida à análise com gel de poliacrilamida SDS-PAGE 
(Laemmli, 1970) e eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (TOWBIN et 
al., 1979). Após a transferência e bloqueio, as membranas foram incubadas a 4ºC 
com anticorpo primário específico para as proteínas de interesse e o anticorpo para 
anti-β-actina foi utilizado como controle interno.  Foram utilizados os anticorpos 
primários mouse sc-81178 para detecção de β-actina, na concentração de 1:350, 
rabbit sc-535 para detecção de p38-α, na concentração de 1:400, mouse sc-166182 
para detecção de p38-α fosforilada, na concentração de 1:200, mouse sc-56735, 
para detecção de NF-kB, na concentração de 1:200, e rabbit sc-7148 para detecção 
de caspase-3, na concentração de 1:200 (Santa Cruz Biotechnology, INC). 
Anticorpos secundários específicos conjugado à peroxidase, Rabbit Anti-Mouse IgG 
HRP (sc-358914) , nas concentrações 1:4000, para β-actina, 1:2500, para p38-α 
fosforilada e NF-kB, e Goat Anti-Rabbit IgG HRP (656120) na concentração 1:5000, 
para p38-α e caspase-3. A detecção das bandas imunorreativas foi feita através de 
método colorimétrico (Opti-4CN, Biorad). A quantificação densiométrica das bandas 
foi realizada através do software ImageJ® v.1.49. 
 
3.4 Análise estatística 
Os dados foram submetidos à análise de variância e estatística descritiva. 
Posteriormente foram aplicados os testes e correlações adequados. A análise da 
expressão proteica foi feita por ANOVA seguida de teste de Dunnett. Foi utilizado o 
software GraphPad Prism 5.0 admitindo níveis de significância de no mínimo p<0,05. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Potencial citotóxico in vitro através do Método MTT em células LNCaP 
 A citotoxicidade do extrato de M. plinioides foi avaliado em células LNCaP 
através do método MTT utilizando o antineoplásico doxorrubicina como controle 
positivo. Como controle negativo (CN) foram utilizadas apenas células em meio de 
cultivo e soro.  
O ensaio de citotoxicidade MTT demonstrou atividade citotóxica significativa 
do extrato nas concentrações de 200, 100, 50 e 25 µg/mL sobre células LNCaP, 
apresentando valores de viabilidade celular respectivamente de 48,64% (± 4,67),  
52,37% (± 2,76), 74,63% (± 5,41), 87,35% (± 4,87), 90,54% (± 2,26)  . Esses dados 
quando comparados com o ensaio com doxorrubicina demonstram equivalência de 
viabilidade celular nas concentrações de 1 a 100 μM, respectivamente 58, 5,8, 0,58, 
0,058 e 0,0058 µg/mL (FIGURA 9).  
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Figura 9 – Viabilidade de células LNCaP com aplicação do extrato etanólico de M. 
plinioides, em comparação com doxorrubicina 
. 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 – Ensaio de viabilidade celular de LNCaP com aplicação do extrato etanólico de M. plinioides 
nas concentrações de 12,5, 25, 50, 100 e 200 μg/mL, utilizando doxorrubicina como comparativo, nas 
concentrações de 0,01, 0,1, 1,0 10 e 100 μM,. Os dados estão apresentados como média ± EPM em 
relação ao CN, obtidos de 4 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way 
ANOVA seguido de Teste de Tukey. O asterisco (*) indica significância (* p<0,05, *** p<0,001). 
 
 As concentrações do extrato que demonstraram atividade sobre a viabilidade 
celular foram utilizadas para a analise dos marcadores p38-α, pp38-α, NF-kB e 
caspase-3. Visto que a redução de viabilidade celular pode ser desencadeada por 
inúmeros mecanismos, dentre eles a redução destas proteínas, que estão 
envolvidas em apoptose, avaliamos a sua expressão em busca de indícios na 
atuação em vias de sinalização. 
 
4.2 Avaliação da expressão proteica e fosforilação de p38-α MAPK em células 
LNCaP 
No tecido normal de próstata a proteína p38 costuma estar presente, porém 
na sua forma inativa, não fosforilada. Também é assumido que p38 geralmente tem 
papel de favorecer apoptose. Células LNCaP parecem ter um comportamento 
oposto à células PC3 em relação a apoptose mediada pela via p38, embora ambas 
sejam originadas de câncer de próstata ROYUELA et al., 2002). 
Analisando a Figura 10, observa-se uma inibição significativa na expressão de 
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p38α nas células tratadas com o extrato etanólico de M. plinioides e LPS nas 
concentrações de 200 µg/mL (51,27% ± 0,05) e 100 µg/mL (68,93% ± 0,06). 
Também foi observado inibição significativa na expressão de p38α nas células 
tratadas apenas com o extrato etanólico de M. plinioides na concentração de 200 
µg/mL (64,03 % ± 0,04). Os dados foram representados em porcentagem e em 
relação ao CN (FIGURA 10). Em relação à fosforilação de p38 em células LNCaP, o 
extrato de M. plinioides não apresentou efeito sobre a fosforilação de p38 tanto nas 
células tratadas quanto nas células não tratadas com LPS (FIGURA 11). 
Figura 10 – Expressão proteica de p38α em células LNCaP 
β-actina 
 
 
p38α 
 
 
Figura 10 - Expressão proteica de p38α em células tumorais de próstata LNCaP  tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. O asterisco (*) indica significância (** p<0,01; *** p<0,001) 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
44 
 
Figura 11 – Fosforilação de p38α em células LNCaP 
β-actina 
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Figura 11 - Fosforilação de p38α em células tumorais de próstata LNCaP tratadas com 3 diferentes 
concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e posteriormente 
estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software 
ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos de 3 
experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de Teste 
de Dunnet. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Na literatura, até o momento, não foram encontradas publicações referindo o 
gênero Myrciaria e a família Myrtaceae com modulação da via p38 MAPK em 
linhagem LNCaP. Desta forma, a inibição da expressão de p38 em células LNCaP 
pode indicar alguma atividade antiproliferativa, ou mesmo o mecanismo pelo qual o 
extrato esteja atuando nesta linhagem quando tratada com o extrato etanólico de M. 
plinioides. 
Ricote e colaboradores (2006) observaram aumento na taxa de apoptose em 
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células LNCaP estimuladas por TNF-α, mas não em células PC3, o que também 
demonstra diferença de comportamento entre estas duas linhagens de tumor de 
próstata. A análise da via das MAPKs em LNCaP demonstrou ativação dose 
dependente de JNK e ERK enquanto que p38 teve leve ativação. Desta forma, 
enquanto que JNK pareceu favorecer a apoptose, p38 pareceu ter um fraco papel de 
proteção de apoptose.  A inibição de p38 MAPK com inibidor farmacológico também 
revelou incremento acentuado de apoptose de forma dose dependente. Lüschen e 
colaboradores (2004) já haviam demonstrado o papel de proteção de apoptose 
através do aumento da fosforilação de p38 e consequente ativação de NF-kB em 
células LNCaP.  Desta forma, sugeriu-se que a atividade de indução de apoptose 
por JNK em células LNCaP estimuladas por TNF-α se sobressaiu em relação ao 
papel inibidor de apoptose de p38 em células LNCaP estimuladas por TNF-α. 
Um estudo de 2006 demonstrou que diversos agentes antineoplásicos 
estimulam a apoptose de maneira dependente de p38. Fármacos como a 
vimblastina, vincristina e paclitaxel, cujo mecanismo consiste em perturbar os 
microtúbulos durante a mitose, falharam em induzir a apoptose quando tratados com 
um inibidor de p38 evidenciando diferentes comportamentos de p38 em diferentes 
tipos celulares (BRADHAM; McCLAY, 2006).  
Protoapigenona é um flavonoide extraído de Thelypteris torresiana, membro 
da família Thelypteridaceae, com atividade citotóxica contra células hepáticas e de 
mama (LIN et al., 2005). Chang e colaboradores (2008), demonstraram efeito 
anticarcinogênico do composto em células LNCaP também. Os pesquisadores 
encontraram aumento de PARP e Caspase-3 clivados sugerindo morte celular pela 
via das caspases com a aplicação do extrato. Também encontraram aumento da 
fosforilação de p38 e JNK sendo que sua inibição por inibidores específicos reverteu 
o efeito de indução de apoptose reduzindo os níveis de caspase-3 clivada também, 
demonstrando comportamento diferente de p38 em células LNCaP com a aplicação 
deste extrato.  
E por fim, embelin, um composto isolado do fruto de Embelia ribes, da família 
Myrsinaceae, foi investigado em uma linhagem de câncer de pulmão (A549) por 
Avisetti e colaboradores (2014), no intuito de encontrar uma relação entre apoptose 
provocada por este extrato nesta linhagem celular com a ativação da via de 
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sinalização p38/JNK. Eles observaram aumento de fosforilação de p38 de 2,5 e 3 
vezes, num período de 4 e 8 horas respectivamente com a aplicação do composto 
na concentração de 15 µM. Observaram ainda que o uso de inibidores específicos 
de p38 e JNK provocou inibição da atividade de caspase-3. Posteriormente, os 
pesquisadores investigaram uma possível relação da ativação da via p38/JNK com a 
geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), provocados pelo composto que foi 
confirmada. Avaliação de caspase-3 e caspase-9 demonstrou que estas vias não 
estavam sendo ativadas com a aplicação do extrato, indicando que a apoptose está 
ocorrendo por outra via.  
A p38α MAPK esta envolvida em diferentes processos celulares, como 
apoptose, diferenciação celular, sobrevivência, dentre outros, bem como em 
diferentes eventos e patologias e a inibição de sua expressão pode induzir o 
processo apoptótico em célula tumorais. Os resultados encontrados no presente 
estudo podem sugerir que a diminuição da viabilidade celular pode estar relacionada 
coma inibição da proteína p38α em células LNCaP tratadas com o extrato etanólico 
de M. plinioides. Além disso, a inibição de p38 pode estar deixando de ativar fatores 
de transcrição, como o NF-kB (Figura 12), que poderiam estar favorecendo a 
sobrevivência celular. Estes resultados também podem fornecer novas informações 
que ajudem a esclarecer parte do mecanismo de ação envolvido em apoptose (KIM 
et al., 2012; SAYAMA et al., 2006; FANG et al., 2012; SAYAMA et al., 2002). 
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Figura 12 - Via de sinalização da p38 MAPK e apoptose 
 
Figura 12: A ativação da p38 MAPK pode influenciar na transcrição de genes e na fosforilação de 
fatores de transcrição como o NF-kB. Estimulação de substratos como a caspase-3 fazem com que a 
p38 MAPK desempenhe um papel importante na apoptose. 
Fonte: Do autor, adaptado de: <http://saweb2.sabiosciences.com/>. 
 
4.3 Avaliação da expressão proteica de NF-kB em células LNCaP 
O NF-kB está constitutivamente ativo na maioria dos cânceres tais como o 
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carcinoma gástrico, no mieloma múltiplo e na leucemia linfocítica crônica. Condições 
ácidas e de hipóxia, típicas em tumores sólidos, também ativam NF-kB (KOONG et 
al., 1994). Em células LNCaP foi observado que o extrato de M. plinioides  não 
apresentou efeito sobre a expressão de NF-kB, tanto nas células tratadas com LPS 
quanto nas células não tratadas (FIGURA 13). 
Figura 13 – Expressão proteica de NF-kB em células LNCaP 
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Figura 13 - Expressão proteica de NF-kB em células tumorais de próstata LNCaP tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
A curcumina é um derivado do extrato do rizoma de Curcuma Longa, 
pertencente à família Zingiberaceae, com propriedades antioxidantes e 
antinflamatória (BERGINC et al., 2012). Guo e colaboradores (2012) avaliaram o 
papel da curcumina em células PC-3 e LNCaP na ativação de NF-kB e JNK. Os 
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pesquisadores investigaram a expressão de IkBα e observaram elevação em células 
PC3 mas não em célula LNCaP. Porém, a expressão de JNK estava reduzida em 
ambas as linhagens, concluindo assim que apoptose estava ocorrendo através desta 
via. Park e colaboradores (2010) já haviam reportado ativação de apoptose mediada 
por CD95 a partir da inibição de JNK. 
Na literatura, até o momento, não foram encontradas publicações referindo o 
gênero Myrciaria e a família Myrtaceae com modulação da via NF-kB em linhagem 
LNCaP. A ativação de NF-kB, induzida por TNF-α e outros estímulos está 
relacionado com proteção de apoptose através de bloqueio de caspase-8 e ativação 
de genes anti-apoptóticos (ZHU et al., 2011; AGGARWAL et al., 2009). Embora a 
inibição desta via está relacionada com o favorecimento de apoptose, este efeito não 
foi observado em células LNCaP tratadas com o extrato etanólico de M. plinioides.  
 
4.4 Avaliação da expressão proteica de Caspase-3 em células LNCaP 
Nas células tratadas com o extrato etanólico de M. plinioides e estimuladas 
por LPS observamos inibição significativa sobre a expressão de Caspase-3 na 
concentração de 200 µg/mL (49,27% ± 0,05). Nas células tratadas apenas com o 
extrato etanólico de M. plinioides não observamos efeito sobre a expressão de 
Caspase-3 (FIRGURA 14). 
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Figura 14 – Expressão proteica de Caspase-3 em células LNCaP 
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Figura 14 - Expressão proteica de Caspase-3 em células tumorais de próstata LNCaP tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. O asterisco (*) indica significância (* p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Foram encontradas apenas algumas publicações referindo plantas da família 
Myrtaceae, e mais especificamente do gênero Myrciaria, relacionadas com 
modulação de caspase-3 em linhagens tumorais. Chen e colaboradores (2007) 
estudaram um representante da família Myrtaceae, Psidium guajava, e a capacidade 
de seu extrato aquoso em inibir o crescimento de células DU-145, células de 
metástases cerebrais derivadas de tumor de próstata, e observaram capacidade de 
ativação de caspase-3 de forma dose dependente. Os pesquisadores utilizaram o 
extrato aquoso nas concentrações de 0,5 mg/ml e 1,0 mg/ml por 48 horas e foi 
51 
demonstrado a sua capacidade de inibir a viabilidade celular. Os autores associaram 
esta atividade à elevada concentração de flavonoides, compostos fenólicos e ácido 
gálico nesta planta. 
Bontempo e colaboradores (2012) avaliaram a capacidade do extrato cetônico 
de Psidium guajava em induzir apoptose em 4 linhagens celulares tumorais 
diferentes. Foram utilizadas células NB4 leucêmicas promielocíticas humana, U937 
de linfoma histiocítico humano, U2OS de osteosarcoma e MDA-MB231 de câncer de 
mama humano. Foi realizado análise de apoptose por citometria de fluxo com 
detecção de caspases iniciadoras 8 e 9, e efetoras 7 e 3. Os pesquisadores 
observaram que o extrato foi eficaz em inibir a proliferação nas células de câncer de 
mama, porém em células U937 e U2OS não houve variação na taxa de apoptose e 
de ciclo celular nos tempos e concentrações avaliados. Estas constatações sugerem 
que apenas alguns modelos celulares tumorais são sensíveis ao extrato. 
Park e colaboradores (2001) avaliaram atividade do extrato aquoso de 
Szygium aromaticum, da família Myrtaceae, e seu potencial em induzir apoptose 
através da ativação de caspase-3 em linhagem p815, células de macrófagos de 
ratos. Os pesquisadores avaliaram viabilidade e proliferação celular utilizando 
concentrações de 10 a 1000 µg/mL do extrato aquoso. Observaram ativação de 
caspase-3 em diferentes períodos de tempo na concentração de 500 µg/mL por 
espectrometria de fluorescência, seguido de decréscimo na proliferação celular e 
indução de apoptose de forma dose dependente. Maior atividade foi detectada após 
8 horas do tratamento das células dento de um período de 48 horas.  
Outro estudo conduzido por Reddivari e colaboradores (2003) demonstrou a 
ativação da via de morte celular nas linhagens PC-3 e LNCaP de câncer de próstata 
com o uso do extrato hidroalcoólico de 4 diferentes especialidades de batata, já 
demonstrado anteriormente em outras linhagens celulares. Tal atividade é referida 
como propriedade de compostos fenólicos, tais como as antocianinas e ácidos 
fenólicos, presente em vegetais e frutas. Identificou-se ainda comportamento de 
morte celular diferente entre as duas linhagens. Os pesquisadores avaliaram o 
comportamento dos extratos nas concentrações de 1 µg/mL, 2 µg/mL, 5 µg/mL e 10 
µg/mL após 72 horas de contato com as linhagens celulares. Na linhagem PC-3 foi 
observado apoptose independente de ativação de caspases através da ativação de 
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quinase c-Jun N-terminal (JNK). Já na linhagem LNCaP, observou-se a ativação de 
apoptose dependente de caspases. Foi demonstrado indução de clivagem de 
poli(ADP)ribose polimerase (PARP) e ativação de Caspase-3 (REDDIVARI et al., 
2007).  
Um estudo publicado por Wang e colaboradores (2014) demonstrou a 
atividade do extrato etanólico e aquoso de Myrciaria cauliflora, pertencente à família 
Myrtaceae, em carcinoma de células escamosas da mucosa oral (HSC-3) sobre a 
via das caspases. Através do método de citometria de fluxo os pesquisadores 
identificaram incremento na atividade de caspase-3 nas células tratadas com extrato 
aquoso das sementes do vegetal de modo dose dependente. Foram examinados os 
extratos etanólicos de semente, caule e casca e extratos aquosos de sementes de 
M. cauliflora. Apenas o extrato aquoso de sementes demonstrou elevada redução da 
viabilidade celular.  
Embora todos os estudos citados anteriormente tenham demonstrado morte 
celular com ativação de caspase-3, o extrato etanólico de M. plinioides provocou 
redução da viabilidade celular em LNCaP com inibição da expressão de caspase-3. 
Também não foram encontradas publicações relacionando membros da família 
Myrtaceae com atividade de inibição da expressão de caspase-3 especificamente 
em células LNCaP. Conforme os resultados observados sobre a expressão proteica 
de p38-α em LNCaP tratadas com extrato etanólico de M. plinioides, sua inibição 
pode estar relacionada com a inibição de caspase-3. 
 
4.5 Potencial citotóxico in vitro através do método MTT em células HepG2 
 A citotoxicidade do extrato de M. plinioides foi avaliado em células HepG2 
através do método MTT utilizando o antineoplásico doxorrubicina como comparativo. 
O controle negativo (CN) foi representado apenas por células e meio.  
O ensaio de citotoxicidade MTT sobre células HepG2, demonstrou potencial 
citotóxico considerável do extrato nas concentrações de 50 e 100 µg/mL, e em 
especial na concentração de 200 µg/mL. A viabilidade celular nas concentrações de 
12,5 µg/mL até 200 µg/mL foi respectivamente de 75,86% (± 5,22), 75,39% (± 6,26), 
66,31% (± 5,30), 60,37% (± 7,54) e 46,88% (± 3,41)(FIGURA 15). 
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Figura 15 – Viabilidade de células HepG2 com aplicação do extrato etanólico de M. 
plinioides, em comparação com doxorrubicina. 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 – Ensaio de viabilidade celular em células HepG2 com aplicação do extrato etanólico de M. 
plinioides nas concentrações de 12,5, 25, 50, 100 e 200 μg/mL, utilizando doxorrubicina como 
comparativo, nas concentrações de 0,01, 0,1, 1,0 10 e 100 μM,. Os dados estão apresentados como 
média ± EPM em relação ao CN, obtidos de 4 experimentos independentes. Foi utilizado o método 
estatístico One-way ANOVA seguido de Teste de Tukey. O asterisco (*) indica significância (* p<0,05, 
** p<0,01, *** p<0,001). 
 
4.6 Avaliação da expressão proteica e fosforilação de p38-α MAPK em células 
HepG2 
 
Em células HepG2 foi observado que o extrato etanólico de M. plinioides não 
apresentou efeito sobre a expressão e sobre a fosforilação de p38-α tanto nas 
células tratadas quanto nas células não tratadas com LPS (FIGURA 16 e FIGURA 
17).  
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Figura 16 – Expressão proteica de p38α em células HepG2 
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Figura 16 - Expressão proteica de p38α em células tumorais hepáticas HepG2  tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 17 – Fosforilação de p38α em células HepG2 
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Figura 17 - Fosforilação proteica de p38α em células tumorais hepáticas HepG2 tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Citocinas pró-inflamatórias tais como TNF-α e IL-1 estão elevados em células 
hepáticas lesadas devido à infecção por vírus da hepatite B e C. Estas citocinas 
também costumam ativar a via p38-α MAPK em doenças hepáticas crônicas. Em 
células de tumor hepático HepG2 e HuH7 foi demonstrada inibição do crescimento 
celular e indução de apoptose relacionado com a via p38-α, e possivelmente a 
ativação desta via é responsável pela ativação de caspase-3, seguida de apoptose 
(LARREA et al., 1996; KAPLANSKI et al., 1997; LI et al., 1998).  
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 Um estudo publicado por Liu e colaboradores (2011) avaliou o efeito 
antiproliferativo do flavonoide DEDC (2-(cis-1, 2-dihidroxi-4-oxo-ciclohex-5-enil)-5,7-
dihidroxi-chromona), obtido de Macrothelypteris torresiana, pertencente à família 
Thelypteridaceae. Foram analisadas as perturbações que ocorreram em vias de 
sinalização de morte e proliferação celular provocados em reposta ao tratamento 
com DEDC por ROS em células HepG2. Os pesquisadores observaram que os 
níveis de expressão e fosforilação de p38 decresceram de forma moderada nas 
células tratadas com o composto. Na avaliação do conjunto das MAPKs observou-se 
ainda incremento nos níveis de JNK e nenhuma alteração significativa em quinase 
ativada por sinal extracelular (ERK). Células HepG2 foram posteriormente tratadas 
com inibidor específico de p38 provocando aumento da taxa de apoptose e atividade 
antiproliferativa pelo extrato. Em contrapartida, inibidores de ROS e de JNK 
reverteram o efeito apoptótico produzido por DEDC. Geralmente JNK e/ou p38 estão 
envolvidos em facilitar a morte celular (JUNTTILA et al., 2008), mas em células 
HepG2 tratadas com DEDC, a inibição de p38 favoreceu apoptose. Liu e 
colaboradores (2011) puderam inferir ainda que ROS está envolvido no processo 
apoptótico induzido por DEDC em HepG2. Posteriormente, foi evidenciado a 
ativação de caspases iniciadoras e efetoras, de forma dose dependente, que 
possivelmente contribuíram para apoptose também.  
 Este estudo demonstra a maneira como a ativação da via p38 pode favorecer 
a apoptose em células HepG2, embora a modificação de outras vias 
simultaneamente pode proporcionar uma resposta contrária a esperada.  
Em células HepG2, Lee e colaboradores (2004) encontraram ativação de JNK 
e uma menor ativação de p38 com uso do flavonoide luteolina nestas células 
resultando em uma indução de apoptose. O uso de inibidores destas duas MAPKs 
demonstrou redução proporcional na tendência de apoptose nestas células. De 
forma contrária ao estudo anterior, o estudo de Lee demonstrou o papel da ativação 
de p38 em favorecer apoptose.  
Não foram encontradas publicações relacionando membros da família 
Myrtaceae com atividade na taxa de expressão proteica e de fosforilação de p38 
especificamente em células HepG2. 
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4.7 Avaliação da expressão proteica de NF-kB em células HepG2 
Em células HepG2 foi observado que o extrato de M. plinioides  não 
apresentou efeito sobre a expressão de NF-kB tanto nas células tratadas quanto nas 
células não tratadas com LPS (FIGURA 18).  
Figura 18 – Expressão proteica de NF-kB em células HepG2 
β-actina 
 
 
NF-kB 
 
 
 
Figura 18 - Expressão proteica de NF-kB em células tumorais hepáticas HepG2 tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Dois diterpenóides tipo labdana dentro de um conjunto de 11, extraídos e 
isolados de Ballota hispânica, da família Lamiaceae, foram investigados quanto sua 
possível atividade anti-inflamatória através de inibição de NF-kB em células 
RAW264.7. Os compostos demonstraram atividade através de redução da 
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degradação e fosforilação de IkBα, inibindo consequentemente a ativação desta via. 
Posteriormente foram identificadas suas propriedades de ativação de apoptose 
também (GIRON et al., 2008).  
Endringer e colaboradores (2014) analisaram diterpenos do tipo labdana 
extraídos do extrato etanólico de Hedychium coronarium, pertencente à família 
Zingiberaceae, com diversos marcadores relacionados com inflamação e apoptose. 
Os compostos foram testados em células HepG2, HepG2 tipo selvagem, LNCaP 
dentre outras. Os ensaios demonstraram atividade citotóxica com indução de 
apoptose via inibição de NF-kB. 
Kim e colaboradores (2010) avaliaram o papel de DMC, uma chalcona de 
ocorrência natural, sendo este o composto em maior abundancia em Syzygium 
samarangense, pertencente à família Myrtaceae, na inflamação de células 
RAW264.7 estimuladas por LPS. Os pesquisadores identificaram que DMC inibiu de 
forma notável a fosforilação e degradação de I-kBα induzida por LPS de forma dose 
dependente. Também encontraram inibição da fosforilação de p38 de forma dose 
dependente enquanto que ERK1/2 e JNK permaneceram constantes. O grupo 
concluiu que a inibição da fosforilação de p38 pode estar relacionada com a inibição 
da sinalização de NF-kB. Até o momento, não foram encontradas publicações 
relacionando membros da família Myrtaceae com atividade de modulação de NF-kB 
especificamente em células HepG2. 
4.8 Avaliação da expressão da proteína Caspase-3 em células HepG2 
Em células Hep-G2 observamos inibição significativa da expressão proteica 
de caspase-3 após tratamento com o extrato etanólico de M. plinioides, e 
posteriormente com LPS, na concentração de 200 µg/mL (61,63% ± 0,04). Nas 
células não estimuladas por LPS, houve inibição significativa da expressão proteica 
de caspase-3 na concentração de 200 µg/mL (69,07% ± 0,03), conforme observado 
na Figura 19. Estas constatações podem sugerir que o extrato etanólico de M. 
plinioides poderia estar provocando morte celular em HepG2 por outra via. 
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Figura 19 – Expressão proteica de Caspase-3 em células HepG2 
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Figura 19 - Expressão proteica de Caspase-3 em células tumorais hepáticas HepG2 tratadas com 3 
diferentes concentrações do extrato de M. plinioides (200 μg/ml, 100 μg/ml e 50 μg/ml), e 
posteriormente estimuladas ou não, por LPS. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas 
pelo software ImageJ
®
. Os dados estão apresentados como média ± EPM em relação ao CN, obtidos 
de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o método estatístico One-way ANOVA seguido de 
Teste de Dunnet. O asterisco (*) indica significância (* p<0,05; ** p<0,01;). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Um estudo publicado em 2013 avaliou as propriedades de um composto 
isolado de Cleistocalyx operculatus, dimetil cardamonin (DMC), da família 
Myrtaceae, em células de hepatoma humano SMMC-7721. O tratamento com DMC 
nas concentrações de 0 µM, 0,625 µM, 12,5 µM e 25 µM por 48 horas revelou 
aumento de atividade de caspase-3 e caspase-9. No grupo tratado com 25 µM a 
atividade de caspase-3 aumentou em 2,73 vezes em relação ao controle. Os 
pesquisadores concluíram que DMC inibiu a proliferação de células SMMC-7721 por 
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um mecanismo apoptótico através da via mitocondrial envolvendo a inibição da 
expressão de Bcl-2 e incremento das atividades de caspase-3 e caspase-9 (YE et 
al., 2013).  
Granado-Serrano e colaboradores (2006) também demonstraram a 
propriedade de ativação de caspase-3 seguida de apoptose em linhagem Hep-G2 
com quercetina, um dos flavonoides mais comuns encontrados na dieta comum. As 
células foram tratadas com quercetina nas concentrações de 10 µmol/L, 25 µmol/L, 
50 µmol/L, 75 µmol/L e 100 µmol/L. Após 18 horas de tratamento foi observada 
ativação significativa de caspase-3 com dose de 25 µmol/L de quercetina e uma 
maior ativação com 50 µmol/L, e decréscimo acima desta concentração. Foi 
demonstrada também a ativação da caspase-9 e alteração da expressão de 
algumas proteínas da família Bcl-2 relacionados com apoptose, e inibição das vias 
PI-3-Kinase/Akt e ERK1/2 com atividade de proliferação e sobrevivência. O 
resultado encontrado por estes pesquisadores parece ser o oposto aos dados 
encontrados em células HepG2 tratadas com o extrato etanólico de M. plinioides, 
embora não tenhamos avaliado os níveis de caspase-3 clivada, e sim sua 
expressão. Em HepG2, foi observado menor viabilidade celular especialmente na 
dose de 200 µg/mL de extrato ao mesmo tempo em que foi observado maior inibição 
da expressão de caspase-3. Estes dados sugerem um possível mecanismo 
alternativo de apoptose que não depende de aumento de expressão de caspase-3. 
Até o momento, não foram encontradas publicações relacionando membros da 
família Myrtaceae com atividade de inibição de caspase-3 especificamente em 
células HepG2. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Este trabalho demonstra a potencialidade do extrato etanólico de M. plinioides 
atuando em vias de sinalização relacionadas com proliferação e morte celular em 
duas linhagens de células tumorais. A união de indícios prévios de estudos sobre as 
atividades medicinais e atuação em vias de sinalização celular de representantes da 
família Myrtaceae, alguns de seus gêneros e espécies, forneceram embasamentos 
para esta investigação. A atividade do extrato em inibir a expressão de p38-α em 
células LNCaP parece ser o  resultados mais interessante pelo fato de esta via estar 
ativada nestas células e sua inibição tem demonstrado atividade antitumoral em 
estudos prévios. Foi observado inibição na expressão de p38-α com a aplicação do 
extrato etanólico de M. plinioides nas concentrações de 200 µg/mL e 100 µg/mL 
previamente estimuladas por LPS e redução de viabilidade celular significativa 
também nestas concentrações, além de inibição da expressão de p38-α nas células 
tratadas apenas com o extrato na concentração de 200 µg/mL, sem estímulo por 
LPS. Na linhagem LNCap também observamos inibição da expressão de caspase-3 
mas este resultado isolado não parece ter interferido na viabilidade celular. Em 
células HepG2, também observamos uma inibição na expressão de caspase-3 na 
concentração mais alta de extrato, de 200 µg/mL. Embora esta informação isolada 
pudesse sugerir que o extrato não estivesse favorecendo apoptose ou inibição de 
proliferação celular, o teste de viabilidade celular nos mostrou redução de 
viabilidade. Estes dados em conjunto, o potencial do extrato em reduzir a viabilidade 
celular destas duas linhagens tumorais e as análises de expressão proteica e 
fosforilação de p38-α, fornecem bases para a continuidade na investigação das 
potencialidades do extrato. Estudos consecutivos poderão analisar com maior 
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clareza o potencial do extrato etanólico de M. plinoides sobre outras vias de 
sinalização. Também poderá ser analisado o comportamento em diferentes 
linhagens celulares e diferentes extratos utilizando diferentes solventes e outras 
partes da planta. 
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